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(57) Resumo:

A PRESENTE INVENCAO REFERE-SE A ANTICORPOS (E RESPETIVOS FRAGMENTOS,
VARIANTES, FUSOES E DERIVADOS) COM ESPECIFICIDADE DE LIGACAO MULTIVALENTE AO
CD40, QUE TEM UMA POTENCIA PARA A ATIVACAO DE CELULAS DENDRITICAS QUE E MAIOR
DO QUE, OU E IGUAL A, POTENCIA PARA A ATIVACAOD E CELULAS B E EM QUE O ANTICORPO,
OU RESPETIVO FRAGMENTO DE LIGAGAO AO ANTIGENO, OU FUSAO, VARIANTE OU
DERIVADO, TEM UMA AFINIDADE (KD) AO CD40 DE MENOS DE 1X10-10 M, O QUE TEM
UTILIDADE NO TRATAMENTO DE DOENCAS TAIS COMO O CANCRO. A INVENCAO TAMBEM SE
REFERE A COMPOSICOES FARMACEUTICAS, UTILIZACOES, METODOS E KITS QUE

COMPREENDEM TAIS ANTICORPOS.
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Quezada =t al., 084, Annu. Rev. Inmuncl.,

mediada pelo CD40L despoleta

varios ewventos biclidgleosz, incluindo ativacde de células

., proliferando, & producdo de clitoulinas

fTmune
{Schonbeck ¢t al., F001, Cell Mol Life

Kooten et al.. 2008, J. Leuk., Biloi..

A mindlizacio pelo CD40 & critica pars resposbas inunes

dee célulag T oo dependentes de células B, e 95

com Ch4D ou CD40L ndn funclonal s8¢ nmarcadaments
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Lresentadoras de antiage tals como as células B hunmanss e

a@lulag denditricas ocom CR40L recominante B antivcorpos
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induz  wma  sguprarregulacds de marcadores  de
tails come o CR3Z, CBRU, €D, Fas & MEC 11, =

¢ citocinas soliveis, por exemplo, IL-12, THE-v o
TNF-n  {van Kooten st al., 2000, J¢ Leucce Biol,67:3-17;
Schonbesk et al., 2081, supra). No oontexte de um tumozr, as
ceiulas denditricas sstimuladas pelo C040 podem ativar célidias

a Lumores, gus Lém o potencial para
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afeito da ativacio do CD40, que contribul parx
de cresciments tumcral, envolve palo menos meganismes de
ativagdo imune gue produzem uma respesta de celulas 7

especifics 8 tumores, um slelte agoptdtice direto em btumores
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associada com efeitos secundd;
da chogue = sindrome de libertagdo des citoeinas {van Miszlo et
al., 2000, Proc. Natl. Bcad. Sci. USA, 99:5561~5566; van Mierlio
e al., 2004, J Tomomuncol 1713368705367
fenda sam conta o descrito dagima, permangde s necessidatle de
terapiss antitumorais nelhorades, particularmente -nt'marps&

agv?i%taﬁ anti~Ch40 adeguados para utilizacde clinica.

J

sumarico da Invencdo

Num primeiro aspete, s invengéde fornece um antloorpe ou

respative fragmentw de ligagdo do antigeno aon especificidade

d&o mupitivalente ap CD4AD, gus compresnde CDHz tal como

- no prasente dooumento, gus retém 3 espe

s

liga@ﬁﬁ multivalents ag CD40, en gue a poténcia do anticorpo

&

1 fragmento de ligagdo ao antigene para a ativagic de células
: altas gue, ou € igual &, sua potsncis para

as B, eem gque o anticorpo o fragmento de

o U4 de menos

at
lTigagdu ac antigeno ten uma afinids (KDY pe

1010 M

AT

imente, o primeirce aspeto da
W anticorne ouounm vespstive fraguento de

idgagdn ao antigens, vwom  especificidades de digacac

multivalente ap CD4Y, gue retén a asgpecificidade de ligacgio
muitivalente ac CR40, em gue ¢ anticorpo ou respetive fragmento
antigeno, € Capaz de exercer efeltos citotdanicoes

silulas oumorais CR4AGY {preferdivelments in wivel.

¢

‘efeitos giteotoxices duples?, inciul un efeity

apoptdético dirveto nas células tumorais & um efeito gltotaxion

smplo, ADCCY nas

indireto mediado por células imunes (por &z

7

oélinias tumoral
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g ipnvaniores dezenvolveran

anticorpes  anti-00M0  agonistas  gue  Lém uma  capacidads
melhorada de ativar células dendriticas
Numa forma de reslizacio, ¢s anticorpos ou fragmentos de

1Gacso au antigeno, da invengdo, tém uma potfucia pars

ativagdo das células dendritices gue € mailor do gue, ou igual
&, asua gotéacia para ativacgido de células B, Ou, cologade de

corpos ou fragmentos de ligagac  ao

é

tém uma poténcia para ativagio de

¥

lulas B gue & mals baixa do gue, ou ilgual &8, sua abtivagis de
calulas dendriticas que 2 maior do gue, ou lgual &, Sua poténcia
para ativagdo de ¢dlulas dendriticas.
& termo Yespecificidade ds liqacé i inaiui 3 capacidads

do anticorpe ou fragmento de Ligagdo ao antigenc, da invem

ceio manos 10 vezes mals fortsmente ao CL4G gues a

b
¥
o
&
5

i
(o3
b
g

gualguer outro polipeptides; prelferivelmente pelo mencs 580

)..-

vezes mals fortemente o mals preferivelments pelo mencs 100

vares madls fortemente. Epe ou

ano, - de cdnvengag,  diga-

rvr-
.\
it
b

fragmento de  ligacio ao  ant

saletivamente ao CD40 am ﬁOQﬁi;@ES fisicidgicas {(por axemplo,

L0 vives e por exenplo, guande o D40 esta presentes na
supsrficie oeldulary.

acdn ao antigeno, da invencde, compreends dois

clud gue o anticorps ou Lragnentio
o

y imaltivalente” in

o
i
yl.

\‘L

0
W
;u -
145

4 ligagde do antigene com especificidade de ligagin 30
Ch4D, Por exenmplis, ¢ anticorpo pode compreende dois, ou frés,

ou quatro, ou cinco, G asis, cumsis, degtes locais de Ligagau
a0 sntigeno. Numa forma de realizacdo, ¢ antlioorpo 2 um
anticorpos 1o intacto, bivalente,

O CRAD & uma glicopreteing axpressa na superficie celular
gue pertencs a sugerfamilis do recetor do fator de necrose

tumorai (TNEr) & tenm um papel central no sistens lmunitario.

’E}

Zprasss numa variedade de wéluias  imunes, tals cowmo

e

B, oélulas dendrd

wlasg icas, mondcitos, e macrélagoes, & sdo

1
ativadas CARs praofissionals guands ccorre ginalirzacin atraves

i
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{preverivelmente com importaneia agricela ou  comercial

P i SR R SR R N
ovelha, cio ¢ gatol) . O termo

“proteina mamifera” incinl gualoguer proteina encontrada em,

3

partiz de, uma ou mais

derivada a partiy ds,

tlas de un mamiferco: por sxemplce, ¢ termo "proteing humana’”
inclul uma proteina encontrads em, derivada & partiy de, s/0u
isolada & partir de, uma on malz ofélulas des Um hunans.

ams disountide aoima, o9 antioorpos 8 Ifragientos gs

aﬁtig@n@, da duvencgiAd, s8p capazes de ativar

endriticas.

3..._‘

celulas ¢
Az CAlg profisgionals, tails como ag células dendriticas
séo ativadas quande ocorre sinalizacis através do CDAQ, que

4 TS g 5

v
despulets vdrios eventos bioldgicos, incluindo alivagdo ds

ciélulas iImunes, prolifersgéc

i

producso de citoninas @

guimiccinas. 882 conhecidos na especialidade nétodos para a

w

&
determinagde da ativagdo de células dendriticss (discutide,

por exemplo, em Schonbeck et al., 2001, Cell Mol Lile 3ci.,

-
}

58:40-43; van Koeoten et al., 2000, J. Leuk., Blol,, 87: Z-17

% s

zan descritos nos Exemplos anexos,

(‘;‘)‘

A sstimulacdo de gflulas B humanas com CD40L recombinante

indug  uma suprarvegulagas de

33

marcadorss de superficie, tals come o UDE3, CL3O, CDRO, CDYG,

Fas & MHC 11, secrecgdo de citocinas scliiveis, por szemplo,

=

1L-12, THE-v & TNE-g, e agregacdo homeotipica. Sdo conhecidos

na especialidade métodos para & detsuminacio da ativagdo de

oin
celulas B rada com o Ch40 {discutide, por

a
Schonbeck et ¢l¢3 2001, wupra) ¢ 38 descritas

ANSKAE

Os anticorpos = fragmentos de ligacio zo antigenc, da

invennae, foram otimicades de forma a fornscey uma poténcis
meihorada para a ativagda de células dendriticas. Numa forma
dle r@alizag§Q, a poténcia para ativacdo de células dendriticas
A aumentada seletivamente am relacho & poténeis para 3 ativagdo

N

de oéiulasg B,

830 ben conhecidos na sspecilalidade métodos & andlises

rn
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& atividade do dito polipeptides. As variantes podem inciulr,
por ezenplo, variantses aldlicas, gue 1rv8o normalmente, diferir
da soquéneia deda por dpenas um, ou dois, ol trés, £ normalmente
ndo mais do gue 10 ou 20 residucs de amincacidos. Normalmente,
ag variantes tém subgtitulgdes conservadoras,

A wvariante do polipeptideo pode ter ume sequénels de
aminndcidos gus tem pelo mencs 75 % de identidade com uma ou
mals seguencias de amincacidos dadas adima, por exsnolo pelo
menes 80 %, pelo mencs 80 %, pelo menos 35 %, pelo mencs 86 %,

97 %, pelo menos 88 %, ou pelo menos 2% % ds

Sam ouma oy mals de amincacidos
esvacificadas no presente docurmanto,

&%

Por exempleo, wvariantes dos polipeptidess definides no

presentes dogumento incluem polipeptidecs gue compresndem uma

seguencia com pelo nenos &0 ¢ de ldentidade com wne ssgudncia

W

de amincidcidos seleciconada a partir du grupo gue compresnde:

5 SEG ID NO:2G: SEQ I No2l; SEQ IR NC:2Z:
BEQ ID NO:E3; SEQ ID NQ:r24; BEQ 1D NO:Z25; 58O ID NGO Z6;
QEQ ID KO:27: o SEQ ID NO:28: B8EQ ID NO:372; SEQ ID NO:133;
B s b CEl e TN 3 A AN Ty g SO TN N s ;_Yp‘«4’?; T'D FEN R T
SEG LD NGI34; SEQ 1D MO 35 SEQ D NGO 367 O ID NQi 3¢

e i i

I NU:39; ¢ tem prefovivelmentse pels menos
03

s %, ou 80 %, ou B% %, ou 20 3 de identidades com a dinsz
ia, & mais prefervivelmante pelo menos 85 %, %¢ %, 97 §,

%8 oou- 982 & de ldentidade com oa dita seguéncia,

A percentagem da iﬁemtidad@‘@ade LY daterminada, Doy

examplo, pelo programa LALIGN {Huang e Miller, Adv. Bppl. Math.
T

1881 IRe337-350 nas iiﬁﬁ&lﬁ@d@S da Expasy
(http: {Jwwe.ch.smbnet . org/soliware /LALIGN form.html)
utilizando como parémetros a opgac de alinhamento fﬂ obal,

matrizes de pontusgée BLGSUﬁézg penalidade para lacunas de

S

abartury ~14, penalidade pars lacunas de exntensdo -4,
S

Alternativamente, & percentagem de identidade de quén@ia

L

sntre doiszs polipsptidseos pade ser detsrminads por utilizagd
de programas de computadoer, por exsmplo o programs GAFR do

Genatlic Compubing Sroup da Unilversidades de Wigdonsin, & sera

T

13
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snto de ligagdo ag antigeng,

Oanticarpe e

meliorou a especificidade de ligacdo ao D40 relativamente &

4o anticorph BA4,
Ko que diz respeito a sspecificidades de ligacdo dos
anticerpos, © pardmetre cinétice ogue & referido de forms mais

comum & & afinidade global, normalmente sxpressa oome a

de dissooiacdo (KD}, Eﬁt&eparﬁmﬁtra scotatico refiste

relativa de um receltor

s eguilibric & é

cara administracio sistémica. No entanta, durante @

:dministraw&@ local, o anticorpe pods vazar da dres do tunor
cupe de reagds € assim limitade, Fortanto, uma taze

Mon-rate’) asita fka altol pode ser nmuito

X

G efslito clinico durante a adndnistracio lagal,

cming U obempe gque demorg au anticorps atingir ©
cgquilibrio (Matakura o6 al., Journal of Molecular Catalysis,
1

O3 CXENE T A AR EES 3 $ g T R ’ oo g 3
81-200, 20043, Adicionalments, uma taxs de diszociacido

o Ragp o P T L T - X R Ve i Ay S i = e i R Y
Paffepata®t  Jenta  kd baiso)  pods A duragds de

tratmento, e pode serviy para limitar o anticotpe a arsa do

tumor, nimetizande assin uma exposicde e  toxicidade

SLEURMIUAS

3 3

Z2830 bem conhecidos na sapecialidade métodos para medir &
afinidade global (KR} e taxa dg aas@ciagao {ka} = taxs de

Sntrs

EROSP SIS SOA SU ot

dimsocs

03
o
&

X

cdo {kd) de unma in
¥ 250 iﬁ o meatodos dn ‘ir*:{ tro

> NG e T ey T N & RSN AN g
snexwos. Tambenm € concebivel

utd lizar métodos bassados emf*'“vm?trirakffiuX@ takliar et al.,
Annu Hev Biophyvs Biomol Btruct, (31}, 8
Muea outra forma de realizagdce preferida, ¢ anticorpo,
regppbive fragmento de ligasac ao antlgene tew uma taxa de
b

para o (D40 mais alta que g de anticcerpo Bdd, por

tka) supsriors a 2,7 = 105 Ma,

sremplo ums Taxzs de 388

2 oreferivéelmente uma taxa ds associagds (ke superigr a8

% 10% Ms 2 i 4,0 x 10% Ms; oy 5,0 w 108 Msg ou
i
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anticarps intacto.

Alternativamente, o anticorpo ou respetivo fragments de
ligagdo ao antigenc, conprasnds oy consiste de um fragments de

ligacdce ac antigens sslaciconade & partiy do grupd gue CoOnaLs

oo

. : R s BN AR S 0
EYoge au@ia suicy;

am: um Dragmentio Fy [tal s
o oam fragmento Py ligadﬁ por JAS‘llfﬁt@}, e um - fragnento
Fab-1ike {(tal como um fragmento Faby um fragmento Fab’ ou um
fragmento Fiabla .

Por exemple, o fragmente de ao sntlgeno pods

compresnder um soFv.

meddoul gePe? o dnciydl moléouias em o gue o

B

dominics parceiros Ve = Vi estio ligados através um

sligopeptides flexivel.

Az potencizis vantageng da c&0 de fragmentos de

anticorpos, sm ver de anbioorpos inbed ado muitas. @

tamanho mals pegueno dos fragmentos pode levar a proprisdades
iqrmﬁ“ci@}"ﬂab melhoradas, tails cone uma melhor penetracio no

ceal alve. As fungdes efstoras dos anticorpos intelrus, ftals
Gahitel T Iigagém complementay, &do removidas. Pragmenios de
antinorgos Fab, Pv, scPv ¢ dib goden fer todes CEpressos na,
e sagregades a partir da, E.cold, permitindo agzim a grodugdc

facil de grandes guantidades dos ditos fracgmentos.,

3

Proferivelments, © anbticorpo, respatlvs

Q

fragmento de
ligagao ao antigeno, dﬁ invencac, & uma moléculs reconbinante,

e anticorpe poder ger um anticorpo policlonal, 4

Py
b

¢
e
163
oyt
g
o
o

praferide gue seda um anticorpo monoclional, ou gue © respetive

& derivade de tnpanticorgs

monoocional.

Podem say prepars anticorpes monoglonals adegquados
pelaz técnicas conhecidas, por exsmplo aguslas divulgadas em

Mornwolenal Antibodiss; A manual of technigues™, H Zolas {CRC
o3

& s "Monoolonal Hypr1QUWd~AniaboﬁLwaé.T%fh ioue
ana Bpplication®, 8GR Hupgell (0BU Press, 1882F . Podem sar

PR

pﬁ@duzid s anticorpos policlonals ¢ *ﬁds_cﬂw“Ql capecificos ou

ficos. E prefercido gue seian moncespecificos,

MAnos

1
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Matls praferiveiments, oa

iourpe ou Dragmento compraends
waa cadeia leve wardavel (Vi) en gue o CDORI conpreends on

consiste nuea sequéncia de anincdcidos selesicnada So grupe gue

ounsisie sm;

CTESTENIGAGYRVY [ BRG H =
CIGSESNIGAGYHVY | SEG P8
CHGSSENIGAGYRYY ZR¢ Poa

CTGSEENIGAGYDVY [SEC
CTGREONIGAGYRVY {SEQ
CTGESENICAGYNVY {SES

Mails prefaevivelmente, ¢ anticorpo ou fragnento compreandes

Ay = g Py ey {NE Sives - N R Ay e Yy e g -
una cadeda leve varidvel (Vo) em gue o CDHEE comproends ou

consistie numa sequénois de amings

onads 4¢ grupo gus

consists e

e
=
3
7
w3
4
5
yrnnrg
&
A2
iz
o
5
o
=
£
b
s
%
It
B3
o

iy ETEN fcx"‘?‘\ TN P
ENINEES ISEg D NGiill.

Maig preferivelments, ¢ anticorgo ou fragmento conpreande

wa cadedla leve varidvel (Mud em gue o QDRI compreends ou

congiste numa Seguineie idos selecionada dao GTULD gue

cansists e

BAWDGESLLGLY [BEQ 10 NO:11&1: ¢
CRANDETLIGLE [8EQ ID ROl
CRAWDRBISGLY |

CRAWDGGLLGLY [8EQ ID NO: IR

B formas ode realizacde da inveng particularments

P2
Do
L3

3

preferidag, © antichrpe ou raspetive fragnento de ligsgdo ao

antigsne, compresnds uma cadsla leve varidvel (¥p

S
£
A
e
7z
7,
Y

compresnde 085 ssguintes CDRa:

P
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ID NO:l e SEQ 1D NG:Z2 & SHQ ID NO:3; on

{133 SEQ 1D NO:4 e SBQ b NO:10 e BEC 1D NO:1Z; ou

n 1D MO:5 & SEG ID NO-10 e SEQ ID NO:13;: ou
(iv) SEQ ID NO:4 e BEQ ID NO:10 e SED ID NG:1Z: nu
o210 & SBO 1D NOos b4y oy
KO:1L & BEQ 1D RO:35: ou
ID NO:i0 SR 1D NOs16; ou
{viidid BEO ID NO:S e 8RO ID NO:10 & SFEO ID BO:t17: ou
{1z} SEQ 1D NG:D e BBEG ID KOs 10 e BEQ ID NO:13: ou
(%} BSBEQ ID NO:9 ¢ SEQ ID NO:10 & BEQ ID NO:18,

Bmoainda uma forma de realizacio adicional, o anticerpo

Jased

s

]
r

=
L
i
¥
1
T3
"
bl
e
1951
x4
K
=

au fragmento compreende dmae cadela leve variavel (Vi) gue

compresnde umae sequéncia de amincacides sslecionada do grupe
gue consiste ems
SEQ ID NO:19; SEg ID NC:20; BEQ ID HO:21; SEQ ID NO:22;
SEG ID NO:23; S5EQ ID NO:24; SEQ ID NO:Zbh: SEQ ID NO:i26; »
SEQ ID NO:27.

Numa forma de realizagdn, o anticorpo ou fragmento
compresnde ums cadels leve copstante (G} gus compresnde a
seguénoia de amincacides da SEQ 1D NOp2

O antigprpe ou fragmentoe compreends adicionalmente ups
cadels peeada varidvel (Vul emoue ¢ CDRI compresnds ou cansists
na sequéncis de amincdcidos de:

SSTYEMH [SEQ 1D N2

O anticorpo ou fragmentce compreends adicionalmente uma

oadela pesada varidvel (Vy) o2n que o CDRZ compreende cu consiste
e segquéncia de amincdcidoes de:
CHGLEWLSY ISGEESY LR YADEVEGR (880 1D NQ: 291

0 articorpe on fragménto compreende adicionalments uma

pesads va val (Ve em gue o QORI compreende ou consiste

aauencla de

[SEQ 1D NG:30)
Nums forms de realizacdo da lovengdo paritlicularmente

praferida, o anticorpo ou fragmento compreends agicionalmente

: R pran Y G S T y ,* NN Y
uma cadeis pessda varigvel Ve gue compreende ag CDEs da
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S~Finorooitosing

Mototresato-alanins

O Duadro A & adapiado de Bagshaws {1995 Drug Dev, Reg,

34, Z240-230, de~@ndej§0dem ser obbtidas referéncias conpletasg
108 ailstemasy o derivado de taxel 2 desorite sn

M.L. et al., (18%8) Chemistry & Biology 2, 223.

B

adequadas  para formar parte de uma porgao

anzimdtica inoluen: gxppeptidases, tals TOMO

o

tidasss 8, GL & GZ {para pro-f
a

de mostarda
i, carboxipeptidases A & B (para pro-rfarmacos
baseados em MTX) e sminopentidases {(para pro-fdarmaces MIC
Z-s-aminpacil); endopeptidases, tais como por exemplo a

Armacos de trombs s higrolasesz, tals

3‘*’ 3
b
&)
b
b
e
453
I,-.S
$RES
o
f
'S
i
Eh
5
=
o3
&
[}
853
e
163
(g5
£
r\
*3
o
}.)
\tv

thrombol
coma  fosfatases  {(por exgmplo, fesfatase alcaling; ou
sulfatases (por exenpln, arilsulfatases) ipars {farmacos

.\

orilados ou sullfatadoes); anldases, tals come penicilina

o
amddases & arilacilamidsze; iactamases, Lais o witics
facta

534

mases; glicosidasses, tals como Bglucuronidase {para
“

cicliinas des Beglucurconomidal, e-galactosidase (para

amigdaiinal & Smgalactas‘ 1

ﬁegalagt@sgé; deaminasss, tazis oome desaminase de citosina

{para LECH: guinasss, faig comno raguinase ¢ tinmiding guinass

fpara o ganciclovir); redutazes, tals como nitroredutase (para
= 5

CBLY54 ¢ anslogos), azoredutase {para mostardas de azobenzano!

a DI-diaforase {para CB1884); cxidasess, tais come glicose
cxidase {pdra gliccss), xantins oxidass (pars xsnt
lactoperoxidase; DL-racemases, anticorpos cataliticos e
cicladaxtrinas.

Pref&rivglm@nte, ¢ pro-farmaco & telativanente

ndo-1 Armaco oitondxico,. Normalmente,

£
tam menos de lu % da taxicidadef preferivelmente mencs de 1 %

X

5

dov toxicidade tal como medida num bteste de cltotoxicidade in

3&
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MPB-PE {M-l4-{p-maleimidefenily-butirili-fosfatidiletancian
B

ina) de acordo com ¢ método de Martin & Pap 1’1-&{1;}m@f}u],aﬁs. (1982

L

d. Biol. Chem. 257, 286-288. ¢ MEB-PE & incorporads nas
hicamadas lipossomais para permiitly um acoplamentsd covalents
do anticorpo, ou respeltiveo fragmento, A superficis lipossomal,
0 lipossoma £ convenientements Cﬁffﬁg&d@ com oo ADN ou outro
construto gvﬂefiﬁn‘bd?& entraga nas células alvo, por exenplo,
pela formacio dos ditos Livossomas nume solugadn de ADN ¢u oulire
construto genético, seguido de uma extrusidc segquencial através

de filtrog de menbrana de policarBonato nom 0,6 w2 0,2 um de

tamanho dos poros, sob pressdes de azoto até U.5 MPa, Apss
gxztrusdo, o construto de ADN apanhado & separzadoe do construty
de ADN livre por ultrscentrifugacio a 80000 » ¢ durants 45 min,

Us MEB-PE-lipossomas - ragentemente pr&;p&rada& sm bampdo
desonigenade,  s3n misturados  con anticoipe recentemente
preparado {ou respetive fragmento) e as reacles de acoplamento
de azoho a 4 %C sob rotagds de

X0 oresiiradas numa

S5

=
17

uma ponta a4 outra oonstante, de um dia para o outro,
imuncidipossomas sdo separadsos de anticprpos ndc coniugades por

) R
4% min. Gs

ultracentrifugacio a 80000 x g

imunciipossomss podem ser indetados de

g

G diretamente Do bumox

o

dcido nugleico entregus oo local alvyo pods ser qualguer

ADM  adequade gue lsve, dirsbamente cou dndaretamenie, a

cltoxicidads. Por exsmple, o dcido nutlelicy difivar um
ribossoms que zeia gltobloxice paras a célula, ou gode codificar

ums enzima gue seda cagaz de converter um pro-farnaco

substannialmente ndo-téxics num férmacg clitotézico (sat
&

chamsads GOERPT: Gene Directsd ¥ndineg

Prodrug Therapy {TPEDG - Terapia de Pro-farmacos gom Bnzinas

Ribuossomas gue poden ser codificagos no aclide nucleico
para seren entragues no alve, sdo dessritos em Cegh ¢ Herschlag
stranded DMA" patente dos
gl "Cleavags of targeted BNA by RNBss
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N dAgentes terapiut

o)

cives Lragne

soplo pod

R
3?"\).{ L

AT OHEreasos g ad oman ser dirstamente ou

indirstansnbe detstados,

Convenigntemenis, o3 antiv astdo maroados con una

Ao ool ot uma fras

fracde radiocab Gikb s

& ouma enslna s Noermaldmente,

Diucrescente, oupodem astay ligs

& ényims & uns e pode canver sido {(ou

num produto coloride oy flucrescents:, O

spiavidina)

R R R SR SR EOIPUNG P ey Y
DO gt ilizacie s

S:00 marcada com uma

e

: R g2 e di poaE EROEE R N oy e R
Uoabiva, ou ume fracde coloride, <y una fracda

scents, ou semelhants, ou pode egtar 1igado & unma snzinma

aoima.

compresnde um atowe radioative, por oxern

todo-11i;

gadolinia:

S invencdo forneos anma noléouls de

caoam anticorpe ou respative fras

da acorde con a invengio. U

iuil molsoulas

b
Q3

AREm, agune podem ser de ¢
Praferivelnonte, an

uma ou mals segusncias de

grupo

= N Sy g Ny b0y 8 RNy ey VR B NS N

LDomQsazy on SED NG:43; on SO I KOrddq Ol
G NN AR . : AN ORI O AR o N ¥ o
SEQ LD NO14h; DU SR ID NHOidg; o1 SEG IR NG d7; el

- S 4 2 -~ \
SEQG ID NOordg. ol o o
7T egine: N 5 PN ™ 7 $ M s

SEGID NG5, 27 au VG IH BOLSE; G
PR e e Ny AN - o T N -
SEQ 1D MO L4 GG v Uy NOhEy ou
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de Rockvills, MD, BEUA (N7, ATCC 31343} . {élulas hospedeiras
sucariotas preferidas incluem cdlulas de levedura, inssto o de

iy

mamiferos, preferivalmente oédlulss de vertsbrade tais como az

de um rateo, ratazana, macaco, ou ds linhas celulares humanas

%

fibroblasticss ¢ dos

hospedeiras de lavedura
1 gus sdc geralmsnte
loning Systema, La dolls, CA&

3

de mamiferos

8o 0o T b
Q<037,

incluem cé&lulas  de  ovario  do hamsteéer  ohinds {GHE)

disponibilizadas pela ATCC, assim cong as odlulas CRL 16EE ¢

33
%
Yt

293 gue s&c células embrionsrias de rim humanas

o

U
inseto preferidas 80 as céliulas S3L8 gus poden sey transfetadas

com vetores de ezxpressio do baculovirus

i

A transformacas de celulag hospedeiras apropriadas con um
conatruto de ADN da pregente invengdo ¢ consegulds por metodos
bam conhecidos gue dependsem normalments do tipo de vetor
L1 o, Mo gus respelita 3 transformagde de oéiulas
hssged iras procarictas, ver, por exenpls, Cohen et al., {(1872)
Proo., Natl. BRoad. o1, UBA 8%, 21108 e 3Sawbrock st al., (19338
Molecular Cloning, A Laborstory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, BY. A transformacio de células

3

vedura & descorits om Bherman eb al., (1988%) Methods In

Mg

a5t Geﬁaticﬁa A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, NY.

O metodo de Beggs (1978} Naturs 873, 104-102 & também Gtil. Ho

gue reszpelita a células de warisgbrados, reagen

tranzfecdo de tais células, por exemplo v fosfate de caleio o

UEAE-dextrance  ou formulagoes de li§0550masf estdo

fa

Fooe
=

disponibilizados pela Stratagens Cloning Systems, ou pela L
Technologiesz Inc., Gaithershurg, MD 20877, BUA.
A eletroporacdo & também Util pars = tranaformscidc s/on

3

Lransfetagdo de células ¢ & bew cophecida ns espuglalidads para
(s ode lavedura, células bagterianas,

a tramsformacis ge céluls
células de insete = células de vertebrados.
Por eoxemplce, multss especiss batisrianas podem  sser

transfornadas pelos métodos descritos enm Luchansky et al.,

48



5

B T o 0] LR SR ) fod A R g R RS
{¢98n} Mol Miorcbiols & 63184860 0 walor o nmern e

tra £ consiztentemente racuparads apdss

@lﬁtf@pm:“ sfura ADN-osiula, suspensa sm 2,5 PEB

utilizands ome & 25 uFD.

3

Matodas ;;“= & tranﬁ‘@rm&§ég da . leveduras o por
03

o Beochker & Guarsnts (15

5%

97
e
(D
"‘f
<
o
&
)
i
:,(“'2
512
3

suoes

L NN

'/4
=

N
L

Calulas tray s Gu seja, odélulas gque
contém um conatruto de AN da presente dnvengdo, pudem ser
radas pur o béonicas ben oconhecidas . Por exenplo,  as

< N

FgUR resulitanm da dntrod U‘;\“iw de umconstruto de SAPrasIas

invengdo, podem ser cultivadaes para produsiz o

R e A madam aar 3 R
da invenyan. As csiulias poden ser reculhidas s

- - o I IR S gt R 3 N f\\z PR o 3 e
&0 aau oonbatds de AN examinado pars. g prusangas g

1
AbN, utilizando s nétode tal como o desorits pur Southern
1

R TN e FENEY AR
., 203 o Berent et al., {1984 Bictsch.

e
L GEsY J. Mol
] LEON w B LS. D S oy R e A RS R R o BB

Fq 288, Altarnativamnsnis, A  prassenga da proleina no

dtidisscio de anticorgas,

sobrenadante p@aﬁ aor detat

come descsrito oa

;,)l

LR,

wsformacio

\wfﬁrmaﬁkxpvz‘neboi@a imunoldgicos bem conhaoldos quando o ADRN

: =
I P0r

recombinante &

ex&mplwy celuias transformadas com Sucessa com o um vator dJde
SHOTERSEC, sroduzan proteings quea spresentan ana
anti q>uifida{ﬁ apropraada.

38 auspeitas de ostarem transiormadas

dentyra

T UM ST DG anid Sumano. Agsim e R incliuidos aninmais

nio-humanos tran (LoDs que capressem wn agente de acordo aon
spetival por virtuds da

O antmal ndoshumans

rato., O3 animais

80




ndo-humanss Lransgénicos poden ser criados po

Lata

matodes bem conhecidoz na espevialidade.

Num guinto aspete, & inveng

farmacdutica gue comprsends uma guantidade eficas

anticorpo ou respetive fragmento dé'*lGSQW

inveéngéo, & U tampde farmaceuticameante ace
dilusnte ou veliculo.

Uma Mouantidade terapsuticamente efic

s

&
‘t;te terapéutice para uma dada

Bata & uma guantidade

adiming

3ntica‘>m\o ativao, valoulada para pro

deseiado em agsoeiagdo com o adiltive ¢ dilustte nog
de

Dl s2ia, um veloule  ou wvelculs
Adicionalmente, pretsnde-se gues signifa

suficients pars reduziyr ou prevenir um

. 5

nte documsnto, refere-se 3 guantidad

5 forneoe

tav

sanT

duzir uam efelio te f:“, -

lee

W COROs

i

geray

ac antigena,

rel, excipisnt

de Ui

da

B

.oou Nauantidade

caz, ou “terapeuticameﬁtazafiQaZU, tal como vtilizade no
0

gue tornees

administy

uma  guan

"'{\‘Y
( >,>

3

(-7\

bid
alinicamente

&  regine

redetarmninada

.1-t

}-—1.

b
raga

R

LJ (“
uy {'}

('2

significative na atividade, funcdo e resposta do hospedsiro.

Alternativamente, uma qguantidade terapesutlicamente

suficlents para ocagsar uma melhoria

¢

.A.--.' R
R

efic

p)
o STA

S8

uma condicdo

clinicaments significativa num hospedeire.  Tal  cono

apreciado pelos perites na sspecialidads,

composto pode variar dependendn da sus at

3

&

gquantidads

&

de

ividade espaoifica.

Q'ﬁ;}a}:‘l.t..‘.('x des de dmzsag&m adeguadss poden conter uma guantida

s SR BEnen At
aodle ponmposioio al

guantidade terszpeuticamesnte

;"'.e};*iﬁé.}rj_a Dazeado NAs caraTteristicas

s desetady e associacie

eficaxr ysﬁe

g0

BaEOs SRR, uan ’iJL\,df‘i f.?i'}"ip}. L\,m{""‘ﬁ:‘:},

eta., tal come & bew conhecido na esp@ci

Agzsim, ¢ anticorpo ou respetivo fragme

antigens pode sor formulsdo a virias concenty

A = o I n ey A e
cidade do polipeptideo

ada por um gerito normal na egga?mﬁjidad» me

- paciente, tai

A
ARG

Live, caleulada pars produzic o

com o diluents

Baoma

antras dosngas,

alidads,

N TR =
coss, dependgs
ua  egta a
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composte sdicionadoe a4 fornmulac8c para aumentar o efeito

t“v*aq¢woxﬁsageﬁtaékaimvengés,éﬁaﬁjuwantegx‘\goer Um O mais
g 52 de zineo, cobkrs ou prata, com diferentes anides, pon

limitado a, filucreto, cloreto, brumeiu,

&%Qmplo, mas
iodeto, tioclaneto, sulfito, hidroxido, fosfato, cacbonato,
laﬁtaigf gligmlate,:aitxat@; borats, tartarato, ¢ acetatos de
aciin diferente. Oz adinvantes tambem poden ser
cabidnicos tals oono ateres de velulose catidnicos,
celulose cationicos, &eido hialuzaenico

osana, dendrimeros cationicos, polimeros

cationicos tals como o opolivindlimidaznie, ¢

i

polipeptidens catidnicos tais come polihistiaing, polil

s

i

isina,

u?s

polizrgining, » péptidos gus contém estes

O excipiente pode ser um ou mais de carbohidratos,

pulimeres, lipidos e minerals. Exemplos de carbohidratos

5

incluenm lactose, gllcose, sucrose, manitol, ¢ cilclodextrinas

5 £

que sfo adicionades ¢ C@mpﬁsigé o, por exemplo parva facilitaren

imeros sio apdde, eteres de

celulose, carborximetiiceinloss cie colulisge,

Hidrosipropiimetilesiulose, Plosivioss,

e

3

crvilhidroxietiiceinlose, alginatsﬁ,

hislurdénico e derivados respetives, acide poliacriiics,
4

polisalf pelietilencoglicel/ oSxido de  poll

3

poletilenodride/ doxide de poligropilienc, Alotol poliviniiicg/

G 3

agetato de polivinile com diferentes graus de hidrdlise, e

poliviniipirrolidons, todes ¢om difsrentss pe

gus s&o adicionades & cunmposigic, por exemplo, para controlo

de viscasidads, parg ocongssgulr b1u&awoﬁagzou para groteger

de degradanic guimica ou proteciitica. Exewmplos de

@
pidos  sdg gordes, foesfolipides, mong-, di-, 8
;ElbwlcéfidOS} meramidas, esfingnlipidos e g
todos com comprimentos da cadeis acila » saturacdo diferentes,

lecitina de ovo, lecitina de soia, ove hidrogenads e lags

i
de soda, gue sdo adiclonados a4 composigdo por ra
|

Exenplos de miner
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de pelietilenc, poletilencdxidoe/

- Ry

polipropilenc, dlopul pelivinilics/

de hidrdliss, & poiliviniipirroelidons,

aspegsamento da soluglo que contém o agente.

Us polimares tanbém podem compreender gelatina ou a@lagénio¢
Blternativ amente, a8 agentes podem simplssmente sey

gdissclvidos en

DI Mplhen“qll col,

Se milhe, dlen de-amendcimw Sigo de semenis

Slae de sésame), goma adragante, o/ou diveraes tuy~fv

Goe farmac

'&QT%CiadQ gque  as  comgosi

.
e
em dingiulr ides & wa pH definide

imente, as Compos
ras convencionals Lals

s

2R

astoriTicacs

oo conservantes,

splsiticantes,

As conmposigdes a inyengs
padem ser administradas por qualguer via mdoq wwda co heciéa

pelos peritos ts especialiceds. Assim

possivels dnclusm a parenteral ilmiravemgbui subcutdnea a

intramuscular), Loples, ocular, nasal, pulmonar, bucgal, cral,

1 administragso

parenteral, vaginal =

de dwmplantes.

Vantaijosanments,

aoministracde no ou pe

via intratumoral cu

que @ composlicao farmacéutica saia ade

parenteral . Métodos gara a formulagde de un

smponeicdo farpacdutica, serio bem conhecidos

v o
e 3 5
MRy oal

alidades de ns

Exemp LOs angzos.

respelivo Lragmento de
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tode alternalive de enirega dos  agentaes,

2 composicbes farmaciuticasz da dinvengide & ©

sistems injetdvel Helel, qus & termossensivel. &haizo da

tavel, enguanto

Lemperaturs do gorpo, © HeGel & um 13

qus & temperaturas do corpe fornma imediatanente um ressrvatdrio

de gel gug isntanents & sg

conhecidos, hiodegradiveis,

enttegus ac longe do temps & medida gue o0& biopolimeros se

Gissolven.

amentos ¢ oW mpo S shes farmacéuticas da

Us agentes, nedd

invencas tambem podanm ger entreguss oralmente. O progessg

utilizs un processe natural para captagio oral da "ﬂ**ta;m.i.n;ﬁ Bis
sfouvitaning Dno ¢orpo, pata cosntregar protelinas

Ao zoarem levados pelo aistema de captagdo da vitand

Caminag i s agentes, medicamentos CONpOS1oaes
farmandéuticas da inverncdo podem movei-ss adbraves ds §arede

intestinal. $&v szintetizados complexos entre andlogos da

vitaming B &/ou andlogos da vitaming D, e o Larmaco que relam

atinidade significative pvoloe fator dntniny

e witamina B / porgio de vitamina

invengdo noe

Troianos’™,
penetratinas que tém propriedades de 80 e gdo vapaies

A abwrana

compostos hideotfil

plasmatica. Este nnante direto do

S, £ pode sar

splagma e do

s L
aflicisnte. Ver

naa—«¢ soificy ao

Deressi et al., (1898}, Trends
Prefariveliments, 28 - medicansn

farmaceuticas da presente invengaio

S LA dose dgiaris ou

f:"u*i (o

apropriada respetiva, do ingredisnte

Oa agentes, medicamentas
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sar ampregues come enchimento am capsulas

e gelatina. A este

excipisntes preferidos inclusm a lactoss, amida,

enluloge, agucar de isit Q‘DUijliEtileanliCOiS com alto psso
malecular. Para bﬂ@@@I es aguosas efou elixires, o8 agentes,

medi canentos ¢ composicdes farmacénticas da invencdo poden gy

combinages com varios agentes adocicantes ou ar wmatlzdntwwy
matéria corante ou tinturas, oom agentes emulsificac

de suspensdo, & ocom dilusntes tsls oome a agua, etamol}

,_.: <

propilenoglicol s glicering, = combinagdes respetivas.

Os agentes, medicamenios ¢ composicdes farmacSuticas da
invencdo podem ser administrados parenteralmente, por exemplc,
intravenosamente, intra-srterialments, intra pe:atow»aiﬁenig,
intratecaiments, intraventricularmente, intrassternaiments,
intracraniasmente, intramuscularmente ou bubhgidneam\“ie, Gt
poden ser administrados por téontvas Jde infusdo, Sdo melhor

ubildsados na forma de solugdes sguosas estéréis que poden

b

senter oubtras subsitidncilas, por ezempln, saisz suiicientes ou

gliicoss pava tornar 8 solucdo isotdnics com o sangue., 8¢

3

nacessdrio, as  solughas  aguosas  devem  ser tamponadas
. A

X
¥
¥

adeguadanente {prefearivelmente a um pH de desde 3 ate @
preparagio de formulacbes parentéerals adequsadas em gondigdes
estérels, & prontamente conseguida por téonicas farmacéuticas

5

periics na mabé

padrdo bem conheci ria.
a

sMedicamentnos & composicdes farmacéutics deguadas para

administracdo parenteral incluem sclugdes de injecdo estereds

AUGSas ¢ NAC-AgueEas que poden conter antioxidante tampies,

bacteriostatices & solutos, que tornanm a formulage sotdonica
com o sangue do vedipiente pretendido; € suspensdes astéreis
aguosas @ ndo-agquosas que puden incinir agentes de suspensids
& agentes  espessantes. O medicamentos & o
farmacéuticas podem ser apressntados em recipientes de doss
anics ou multidoszse, por exemplo ampolas & frasoos 5@1&&03, &
podem  ser armazenados nums condigdo de degidratacdo por

EOHQ&}dﬁiﬁ‘{$LZJU_E

e “egu&r@nu apanas a adigds do velculs

sr eweniplo dgua para indjecdes, imediatamente

o

Piguido estéril, o

151
75
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Sol USSR, 99:55a1-5566; Walbasi et al., 2010, J Innmunotherapy,
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Hias, auma conceﬁtagan del x 108 cdlulas/ml. Fol substituido
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80% do meio, com meld
cultura.
am cultura, &g ¢diulas tinham o D14

Apds
subrregulade & o Cbhla suprarregulasgo. FPoeram  lavadas,

“§
5
5

rezsuspensas emmelo oom cltocinas frescss & séx

de ant lCDtQCg estimuladores. As celulas foram cu

concentracido de 857000 celulass/ml & os antinorpos

‘L“,‘

0,013 .gg'f“rﬁl‘ Os anticorpos sstimnladores foram o B4d e oito

clons &4, A5, B%, ©4, fb, &Glz, Hil e HIZ. As c¢slulas

-de:m:itl ioas foram ounlbivad & 37 0 durante 40 horss

addcionalis. Bm seguids, & suprarregulacio dos marcadores de

ativacdo CDE6, CDBO & HLA-DE, foram snalisas por FACS.
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Guadee 5. U BECSO nédiv o o miltiplo de aumanto (fold Incrsaged

& ot

B et R T o &5 v 3 PR LA
der CDBEG, ODEG, &= MHC IT de olones e

L A
iy FANICAN ¢ Bd4

ECS0 do ANTICORPO Maltipio de aunmento maxinmo
ANTI-CDMA0C GI8 do BRTICORPO ANTI-CD40 612
(ug/miy imddia T dev.p. ) (média & dev.p.)

DR 0,80% &£ 0,856 _ 136 & 1.6
COBO 0 2 & 205

.08 %

Ny

3]

P
NS

£

MEC IX g.14 & 0,078 864 &+ 450

ECBE do ANTICORPO Mialtiplo de sumento maxing
ANTI-CDMO B4 g0 ARTICORPC ANTI~CD40 Ad

CDR& 0.13 & 0,08 149 =

Mg /mll (mégia t dev.op, ) {mddia & dev,pod

wud

19,5

CDEs 0,17 + 0,047 539 & 87,8
MHC TX 0,14 £ 0,08 | 51 & 485

PS5O do ANTICORPD Maltiplo de sumento maxinme
&NTX“G@@@ o4 do ANTICORPO ANTI~CDR40 04

tdev.p. (média & dev.p.d

:
K
(..'f
s
5

o4 & 1481

CREn 0,031 £ 0,0007

(5
3
G
s

136

MEC XL & 04

i+

4,014 3895 F 23
BCAL do ANTICORPEG Mialtiplo de aumente naxing
ANTI-CDEG BIX 20 ANTICORPO ABTI~CD40 HIY
(po/al) (nddia 2 dev.p.} {madia & dev.p.)
CDBE 0,14 4 0,056 . 8§w"
5

’f?
o

CDRO 0,14 + 0,056 | 641 & 37

MEC IX e s ! a8l & 127

BECSE do ANTICORPO  Miltiplo de sumento maxine
ARTI~CD40 B4 do ANTICORPO ANTI~CR40 R44
tng/mi) inmédiadt devop.) @ imédig & dev.p, i

CDRE 0,37 = 0,31 138 & 81

U8 0,25 & 0,14 | - S
MEC IzX 0,51 * 0,20 : . 211 4 e84

H
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Exaemplo £ -~ Conperacde de ativagde de célnlas B por anticorpos
anti-CR40 sxemplificativos

O agonistas ao 40 em

& ligagdo de anticorposz

oeluias B resu

tivacae de ¢élulas B ¢ proliferacio,

homeotipicd & suprarrsgulaed

tals come o D02, CR30, R

de histooompatibilidade (MHC) 11 e citocinas

a2y sxemplo Lo, TNP-@ o TNE-B (Schonbeck & Libby,

Anmedigdo daproliferagdo da odliulas B induzidas por D44,
2 normadlmente utilizada pars avaliar anticorpes agonistas ao

fade
CR4G (Pound et al., 198%, Int Jomunol, {113, 1:-20%.

Materisgl s Métudas

SOy

menovcleares de sanuue pavifdricn [CMEPY foram

. \
totails de

gagh ir de camadas

>

= total pelc qrﬁdi&nte de 18t faxan

d\‘ 3 ”’{C\

fabricante. &z céiulas Colsy

aloangaram - ~38 % de purers foram

sultivadas e medo BEMI + 10 % de FUS + 10 ng/ml de I04 @ sdries

SRR N IR B o Sty Y SRt ST ‘ f o e
oS Auds 4370 by s atividade metabdlins
SR N v s e % S BOCR POVRIR WL S B B o S, VI

er-ilo (Poomegal . 08 valores BULE foran

o GraphPad Prism,

Quadep 7. Ativargac de cglulas B
Anticorpo BOSE {ugiml) + BER
44 G 204 & 0,025581

59

i e

£
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- .
Fluaresodanmis

deterninada 8 dntensidade méddis

Razulbados

N RS e o T e o
e sultados sdo mostrados us Quadru 8.

S S e e A g e PRt o R R B SRR SR
O do anticorpe anti-CL40 exsupli 2live tén

aproximadamente uma potfncia 108 veszes aumsnisda, oomparada

gom o anticoerpo Bdd,

, e . . . _ it Smseas
guadre B, Ligacio de ¢lionss de antico 3 oélulas RAMOS.

:&mtiamx§w BORO {ugimi}
anti~CDAg

o : e
LG Lpd N } 33

R a3

b 3 0 3\ oo

SRy ]

; L

Exenplo 8 ~ Efsitos dos anticorpoy exsaplificativos in vive num
modele tumoral s rate

o3y

A atividade ant itums dos anbicoropns anti=ongg

v o N o Loy Y B T e N
@Xﬁ::ﬁt}i AL ’v$tlv GRS 2] uﬁf&‘v"i‘}li(\ \.}J\“ AR MO ‘\K«,. RO R S rd ) 3&\3?.,\-; §\§ Q%3

o

o3

3ncia & na presenca de cdlulas T e oélulas dendyiticas.

>

U
(A} Estudo gus utiliza Lumnres §o$i:1woa ae CD40 na auséncia
1

las T & eéinles dendritics

Obbivenes ratos fdmua NEG (NOD.Cg-Frkaessid [1aromiiin. y
(NBGYE da Jackson, e delrzéno-los acliimatizay antss do
tratamente. Foran indstadas suboutaneanente cdlulas de cangrs
Ha bexigs (cflulas-EJ, 3 x 18° céiulasg/ratol Foi dnjetade

intrabumeralmants 612 ou um controle ismtépiem oo dis G, 7 oe
1

H S 3 B & N e S e R > L Y s e TR
14 com wea dogss e 1,2 mgdig 130 ugl. U volume do tomoer Lo

{\ ~

4 .. . el O T3 oy forSoBEsssRiEEa o Yo SN R R e T
medido noe dia 6, 7, 106, 14, 17, 21, 23 ¢ 27. Oz tumores foram

excisados o pesados no dia 28,

94
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encontrades nas posicdes 23-40 (CDRL) . gozigdeg HE-58 (CDRE)

5 R R PR a0k ot i R R T T o LS guaa
@ SO-101 (TDREZ dos smingacidos: na ssguéenao ta de smincacidos
Vi, 08 CDRS s8¢ sncontrados nas posiaedes J6-30 (UDRL), posiches

g e S P IR GT-TOR ORI i
AS-07 HODRSY & S7-T08 {ODRI} dos aming aaoiadon,

o Y R N A WA A A A ¢ ; i s AT cr e v EREA
Saguentia o8 anincacidos de gadeis lsve varidvel (Vo

e o i N R
SR TR N HE

GEVLTOPPRASETPFOORVTIBC TR S SNIBABYDVYWYQQLPGTARRLUY GHNINRPRG
VPORFRGEKSGTEASLAISGLRSEDRADY YCAAWRIDSLSGLVFGRGTRLTVLEG

i S o RO SR e R S R S e R e SR
; Bl }’h“f‘ CAE a8 rneledtidos e cEdald  leve VEariavg i (Ve b
2 N S" 3
SEQ ID NO:&9

CAGTLTOTGUTGACTCAGUCACCCTCAGCETC TEGRACCOCUGBBCABABGGTCA
COATOTOTTGCACTGORAGCAGCTOCAACATCCRRGUAGHTTATARTOTATACTGG
TATCAGUAGCTOCCAGRAACROTLOCCCASALTCOTCATCTATGR TARCATUARTCG
BOOCTCAGGROOTOCCTCACCBATTOTUTGRUTCCAARTCTRGCACCTRAGLLTCC
CTBOCCATCAGTOOECTOLRGTLLGAGRATGARGUTRATTATTACTOTOCARCATG
GSOATGACAGLUTGAGTRRTUTORTTITCGBUGGAGGAATCARGITGACEBTOLTA
GGY

AN SN e Ay AN N RN AR AN A N e 3 B g AN b SR R
Seuidngia de aninoacidos e cadels pesada varidvel

i SO
{vny =

SEQ ID NO:eb

EVOLLESOOGLVOPGRSLRLSCAARGF TR TYCAIHWVROAPGHBLEWLEYIRGGESY!
EYADSVRORFTISRONSENALYLOMNSLBRAEDTAVYYCARILBGGIGNDLWGGSTIVT
V&S

Segudncia de nucledtidos de scadeia pesada varidvel  {Val

SEQ ID NO:sl
CAGGTOCAGCTETTORAGTUTORGOBAGEUTTGETACAGLLUTOGELGETLOCTG

AGACTOTOOTOTRCAGUCTCTRGATTCACCTTICAGTACTTATRGLATRCACSTERREOY
COCGUCAGGOTROAGDGAAGGRRLTGRARTGRUTTTCATATATTAGTGRTOGTALT

AGTTACATTITCTACGCAGACTCAGTRAGGGOCOGATICACCATCTCLAGARACAA
CTOOGAGAACGOGUTETATOTEOAAAT GAACABCOTRABARCCBAGGADALGRELT
GTIGTATTACTOTOUBAGARTATTAAGABGLEBGAGLOETATGRACCTCTRGREIL
AAGGTACACTRGTOACLGTGABCTLA



Clone do anticorpe A4
Seguinoia da
SRO ID §Oris
VL TOPPSASGTPRORVTISCTGR T SNIGAGYRVYWYOULPGTAPKLLIY GRINRPRG
VPDRFIGEKSOTEASLAISGLRSEDEADY YLAAWDDRL BRLVFGOOTRLTVLG

IO Ay o Ry SO A NI e e
aminoacicdos de gadlela s lave variavel

B N . SR i e 5 i
R RN ey A B SN NE KSR SRR SPRRGON o Sy e ey SNy SN AR RN EXEL }
R RIS R R 8 SR on o8 331487 ; EXCITLAIONE s B R e e LRYe VRT IV 33 "-“'l\ 3

SEQ D No:do
Q&?’E‘sYﬁ?ﬁ?&g’?@éﬁﬁ?ﬁﬁﬁﬁ&%ﬁCQ?&?A@@@YQ‘?&&@&SS-il‘-i?yiﬁ{%‘%@8&@&@%@?{3&
CUATOTCTTGCACTRRGAGLAGETCCAACATURGGRCAGGTTATARTRTATACTGG
TATCAGCAGCTOLCAGRAACGRCCOCCAAACTRUTCATUTATGU TAAMATUARTCG
GOCCTOAGHRSGTICCTGATCEATTOTUTORETOCAABTOTGRCACCTUAGOE T
CTGGOCATCARTRGOUTCCRGTCOCGAGRATGAGECTGATTATTALTGTGCAGLATG
SCATCATAGCOTOAGTRGTOCTERTTTTO GRLBHAGGAACCARGOTRALGGTOCTA

Suspiénoda de smincacidos de nadela gesada varligvel Vg
<

SEG 1D NG 3

BV 0L E S0 G VO RL S0A S G TR S TY G WVROAPOROLEWLEYIRGGSSY!
BV ADRVRGRETISRDNEENALYLOMNELRAED TAVY Y CARILR GO ECMDLIWGQETLVY
VRS

Seousncis de nacledtidos de cadeis sesads varidyel 1V

SEQ 10 MO 4an

AGACTOTCOTETREARGC TCTOGATTCACCTTICAGTALT TATROUATRUALTGORGY
CUOCCARGCTECARGGAAGEGGUTGEABTOROT TTCATATATTAGTOGTGGTART
AGTIACATTITCTACGUARACTCAGTGAGRGRLCGATTCATCATOTCCAGABATAS
CTCOGAGAALGOOUTGTATOTSUARA T BARCAGUL T GABAGLU GAGGATATRGLL
GTGTATTACTGTGUGAGAATATTAAGAGRURGGAGUGHETATERACCTITRRGRLL
AABGTACACTOETOACCGTGARLTCA

SUENE Ay = ; SR e R T N R
Seguancias de amingacides LR

¥ RIS
b L :‘.’2 &
5 ER I RN
¥ \-.§>I”‘»\:- *.

N T NI NN GO GOV A T N O L T N RN AN T
N w*»’.")uﬁ > £%0) 1\-(’3 L Wi k D T e B 4 3. XAV NG P L-y.g BRI s ;\5 DR 4

{5



SN TR G Ihe SR NES & TR R R R e RN T RN RN
N D;\Q 3 CARNT EREGHRGMTT L Eid ol BoNG e 28 3

Clone do anticorpe &5

B R A S 3 DR e S o P S RIS o sy e VA B g SO S S ST
Seguincia de amingdcoidns de cadela lsvye wariavel { Vi

SEQ ID N0:20
GEVLTOPPEASGTPGORVTISCTOESSNIGARYHVYWYQOLPGTAPKLLIYGSINRPEG

VPORFSGERGGTSGH AIBGLREEDEADY YLAAWDESSEGLVFGRGTRITVLEG

o SR S ERE e e LS e G i A | ANy
ge nuciedtideos da o 1a leve varidvel (Vi

e :
B T . S A R B e BB
@Fusiun s

SR ID Nor4d

CABTCTOTRUTRACTOAGLUACCCTCAGCETOTRRGACLCCCRERUAGAGRETEA
CEATCTOTTGCACTERRAGLARCTCCAACATOROGEOAGGTTATAATGTATACTGG
TATCAGCARCTOUCAGBAACGRCCOCCAAACTUCTCATOTATGRTAACATCAATES
QUELTCARGHOTLCOTGAGLEATTOTOTGRUTCCAARTUTGRUASLTCARCLETCS
CTRRUCATCAGTORBUTOCGETCUGAGGATCABGCTGATTATTACTGTGUAGCATS
CRATGACAGUCTRAGTRATCTBRTTTTOGECOGAGRAALCAAGCTRACGETOCTA
e

R R R G B e R e S P R ey S e A N SRy
Sgquencia de amingsoides de cadela tesads variavel  {(Vel
AT N TN
S SL I NO: 37

EVOLLESGOGLVOPGERLRLBUASSGRTRSTY GMHWVRQAPGRGLEWL BYISGHSRY
EYAUSYRORFTISHEDNSENALYLOMNSLRARD TAVYYCARIL REGSGMBLWHLOGTIVT
V&S

O N RN X Sy S & 3 LN Y e A T R s ggons e
Sooudnoia de nucledtidoes de cadala posada varidvel Vel oo

ARU ID NO: 50
GAGGTRCARGTOTHIGAGTUTOOOGSARGBITIGOTACABOO TGOS O Ty

AGACTCICUTGTECAGCCTUTGRATTCALCTTCAGTACTIATOOUATGOACTHRGRY

CUOOCABBUTUCAGBGAAGRRGUTGRAGTORCTTTCATATATTAGTGETGETAGT
AGTTACATTITCTACGCABAUTCAGTRAGORGULGATICALTATOTCCAGAGATAS
CTOCBARAACBOGCTGTATOTOUARA TGAACAGULTGABAGUCBAGRACALGHOC
GTGTATTACTRTGLGAGAATATTAAGARGGUEGRAGCRG TATGRACCTOTERGRGT
AABGTACACTORTCACCETRAGUTCA

somuéncias de aminodcidos CDR
)

L DDRs CHR1: CUPOSESNIGAGYHEVY [8BQ 1D NG5

CDRE: GHINBPS [GEQ I NG: 10}

COR3: CAAWDSSESGLY [SEQ ID MO:r13]

8%



Vg CDRs: o ChRI: GETPSTYGME [8BD 1D HOL28
CDRI: GRGLEWLIY ISCGSSYIFYADSVRGE [8EQ 1D No: 2w

CDH3Ir UARILRGGBGHMDL [8EQ 1D MO0}

Clone do anticaxpm 4

Q&‘vi‘,? Q??é&xmmaﬁwssgmp TRNIGADYIKVOWYROLPOTARKLUYGNINERRRG
M ?Qﬁ?ﬁi&@K@CY%‘A&L&%&{3L&SEQ&A@WQM@Q&S&%&S&VFGGQ?&&W“L%

4 - ig % P - RL A
e g nunledtidoes de o padeia deve varidvel {(Vabooe

SEQ ID O 4T
QﬁﬁTLT&;?&@%ﬁ%ﬁﬁ?&?&ﬁ{:@ﬁL‘“«iﬁ&?ﬁﬁ?ﬁ{?@TQT&&@&%QQSQ&Q@&&G&@G{&TC;,s»‘\
COATCTCTTRCACTERRAGLACCTORAACATUGRGRUAGGTTACAAAGTATATTRG

TATCABCAGCTLLCAGRBARGGGROOCCOARACTOCTCATCTATOOTAAATCAATCE

GLCCTCAGGRGTCCCTOACTEATIOTCTORUTCCAARTCTGRCACCTOABCOTOR

CTEGCCATCAGTRGEOTOCGUTCCHAGGATRAGGCTRATTATTALTGTGUAGTATG
GEATGACAGCCTGAGTRETCTROTTITOGRUGGAGGAACCAAGUTRAGGETCOTA

GGT

Sequencia de aminpacidos de Cadelas goeada vardigvel (Vg -

SEQ ID NO:33
§V€}L£§${§§Gi§€}§3ﬁm$iﬁiﬁ${? ARBGETEPR TYGMMWYROAPGRGE B SRR

EYADTVRORFTISRDNSENALYLOMNBLRAEDTAVY YUARE REGSOMULWGEQGTLVY
Y58

BONBEEIN s g e Y i SR B, s e A AT A Y N
SRR 2 G TRl @0%;1\ Gy OAERT R D>”%§o VAT IFWR L AV

SEQ ID NG LT
SAGRTGUAGTTO TTORAGTOTGHOGHBEARRU T TR T ACAGTH TOROGGHRSTRON TS

AGACTOTCOTGTECARBLOTUTGRATTCACETICAGTACTTATORLATGUACTHRGTY
LOGCCAGGUTLCAGERAAREREUTORARTOOU T TTCATATATTABTBGTGGTAGY
AGTTACATTITCTACGUAGACACAGTGAGBGGUCGATTCACTATUTOCAGAGATAA
CTCCCABARCGCATTGTATOCTGUAMATEAALAGCOTEABAGLUBABGATACHGRLG
STETATTACTOTIGOGAGAATAT TAAGAGEGERGAGUGGTATERACCTITORGREC
ASGHTACACTEETCACCHGTOABLTCA

i



CORE:
Lt \ oK

CDRE: W IR NGO IE
Ve CDRs: ORI P RO
CHRE: DEVRGHE [BBO LD NO2Z3)

CRR3y BEG 1D MO 30
Clone do anticorps 64
Seguéncia de amingacidos de  cadela lave variavel (V.3 -

SEQ 1D NO2Y

SV TOP P B ASGTRGORVTISL TR A SNIGARYRVYWYQOQLPSTAPKLLIVONINRPEG
‘\;*F’i}ﬁﬁs 5 *ﬁi‘i@ﬁ'ﬁ'b&%m SGLRSEDEADYYLAAWRESHTGLYFGGETRLIVLG

dae nuoledtidneg g cadeia leve varidvel

Cﬁﬁ?&?@?wﬁ?mﬁtf@&hﬁb&ﬁﬁQY&“ASGQY&T@@G&QSQQQGQGC&ix&ixwf%?b&
CCATCTUTTOUARTGGEAGCAGCTONAACATUBGOBCARGTTATAATOTATACTGS
TATCAGUAGUTCOCAGGAATGOLLCCCARACTUCTCATUTATGRTAACATORAATOG
GCCCTCAGRGETOOOTRACCBATTCTOTRGLTCCAAGTETORRALCTCABCLTCT
CTGRUCATCAGTRRROTCUGHRTUCGAGOATRAGGUTGATTATTACTGTOUAGCATS
SEATEACAGCOTEAGTGHICTGRTTITLGGLGGAGGAARCCAAGCTRACGGTECTA

\é‘ﬁ%

» S A el N Y e R SRR = A AR BN S ey e 'E R0 W RRN
R e e AR G B N N N S O T R TN FRFY
3% ;i{&‘?’ O & G8 TRITLISOTI9R8 G I Oasid makaga VR S Lovg
AN e e ‘- s

SEQ TD ONO: 5o

GAGSTECAGLTGTTGRASTOTBGOGRAGRCTTIGOTATASICTRGGREETOCOTS

AGARCTOTCCTGTBCARCCTCTGCATTCACCT TCAGTACTTATRGCATGUACTGHGY

COGCCAGELTCCAGRRAAGBERUTGEAGTRGUTTTUATATATTAGTGRTGRTAGT
AGTTACATITICTACGCAGACTUARTGAGGEBUCEATTCACTATCTCCAGABATAA

CTOOGAGARRCGLRLTETATOTOUASATOAALAGLC T GAGAGLRUCAGGACATGELL
STGTATTACTOTGUCABARTATTARGAQGUGEBAGCGETATGRACCTOTGGRGLE

AARGTACACTOGTCALCRTEABUTCA




AN R RS RN AN e
'\33.\/,3:{ Lm{'( £ o0 i .\;‘.&.\;‘,3 A :\\{{\.' i 3 g\,} 3

CRABDESITELY [§EQ 1D NO:s14]

Yy GDRa:  UDR1: GETESTYGMH [SEQ 1D NO:28)
LDRRE:  GRGLEWLSYISCGESYIFYADEVRGEE [8EQ 1D RO:d%]

CDRR2 CARILEBGGSGMDL 238G ID NO: 301

Clone o anticorpe F&

p e A e i e NN SR
de aminvdcidos de cadels leve wvaviavel (Vi)

e ey R aee R - R R PRER DR PORROORRN b o
Segquénaia  ds nu leatidons de cadeia lave variavel (¥

QW TV NG 3
SO L MO 4

CAGTOTGTBCTGACTCABCOACCCTCAGLGTUT GRGACTRCCBRGCABAGRRTEA
COATOTOTTGUACTORRAGCABCTCCARCAT COBGRUAGG TTATGATOTATALTGE
TATCAGCAGCTOOCARRBAALGRLCTCLARALTCCTCATU TATOOTAACATOAATIS

GOCOTCAGRRGTCCOCTRACCBATTUICTORCTUCAAGTCTBGBCACCTEAGLLY QG
CTRGUCATOAGTRGOCTCCHRTCCHAGRBATGAGRUTGATTATTACTRIRCABCATS
GOATGGCAGTOTOUTGROTOTBGTTITCOGOGUABGAALCAACTRACGETCLTG
b@?

L e R RSO, S Raon v RSN SRS i &
de amlnvacidos de cadeia peosada varidvsel (Vi

FYADSVRGRFT %&RQNS&NM YLQ&%N@LM&QT&WQ&&%& a&zs;g‘ L W@@(BYLW

VR&

Ry A e e e Ay AR AR AT e N NS
SHETEJLEATY Gla  Gu nag ledridos de cedels gesada variavel (N

SN
SEG TE NG 53



SAGGSTECARCTRTTORARTUTGEHGEAGRBUTIGHR TACAGCIT OO EGETCLUTS
AGACTUTCOTOTOCAGCOTUTGGATTCACOTTICAGTACTTATGGUATGCACTOGGTTY
COCCAGGUTCCAGGRAAGRGGUTGHRAGSTGOUTTICATATATTABTGBTHGTABTA
GTTACATTTICTACGUAGACTUARTGAGRGRICGATTCACCATCTCCAGAGACAAL
TCOGAGAACGORCTIGTATOT GUAAAT GAACABLOTGAGAGLUGAGGACALGHLCG
TOTATTACTOTGCRAGAATATTAARAGGLGHRHLARLGETATERALCTCTORERUTAA
GOTACACTOGTCACCRTGALGCTIA

seguenciaz de aminodoidos CDE

Vi CDRa:  CDRL: OTGSSSNIGAGYDVY I5BC ID MO
CDR2: BNINRES ISEQ ID No:1n)
CDRY: CARWDGSLLGLV [SEQ ID ND:15]
Yo ODBs: ODRL: OFTESTYGME I3BEQ ID NS08

CREZ: GROLEWLAYIZGGISYIFYADSVRGR [8EQ 1D NG: 29}

COR3:  CAMTLBOGEGMDL [SEQ ID NO30)

Clone do anticorps FE

Segudnoia de  ami rmm s<3f>~ da vaded teve varisvel - (¥

SEQ I Ngs R4
GEVLTORPRASGTPGORVTISC TGS RENIGAGY GVYWYLKAL PG TAPRLLIYENINRPRG

VPDRFBGORSGTSARLAISGLREEDEADYYCAAWDIG TL TOLLFGGETRLTVLEG

B g s o e A e Al AR AN R CNR S P Iy

Sagugncia de nuglisdtidos de cadels leve varidavel (Voo
oy K ae

\ “ \3 10 i\x ":i- “\"‘

CAG mm IO TOAC T AG AL TOAGOATOTOOBALCOOOGGOCADAGROTRA
CCATCTOTTGUACTRGCAGUABCTOCAACATCCRGOUABGBTTATORTGTATACTEG
TATCAGCAGUTUOCARBGAAGG R CLCASAUTOCTCATCTATEGTAACATCARTOG

GLOCTCAGGGRTCOUTRACCRGATICTOTGOUTCRAAGTUTGRCACOTCAGLTINGG
THGCCATCAGTRRGOTRCOG TCURAGGATRAGGUTRATTATTACTGTGUAGCATS

GATGOUACCOTRACCGOTIOTRCOTET TERGLGGAGRAACCAARCTRADBRTIOCTA
GGT

Sequénoia de amincdcideos ge cadela vpesada varigvel (Vi)

SED ID NO: 36

EVOLLESGOOLVOPGESLALSCAA SR FS TY GMHWVRGAPGROLEWL S YISGEESY
AV RORFTISRONSENAL YLOMNSLRAEDTAVY Y CARILROGSCMDLWGOGTIVT
Vs




&&@Q?@Q&GG%@W@&ﬁi@?iﬁ?&QG@&&%@S’W@@Y&Q&@Qﬁ‘?&»&&&@@?ﬁﬁﬁ?&
AGACTCTCOTGTGCAGCOTOTORATTOACCTTCABTACTTATGRCATGCACTRGET
COBOCABGUTCCAGGBAAGGRBCTRGAGTARCTTTCATATATTAGTGR TGETAGT
AGTTACATTTTCTACGUAGACTCAGTOARGRGUCCATICACCATOTCCAGAGACAA
CTCCBAGRALGLBOTETATCTRUAMATRAADAGLO TCAGAGLEBAGBATALGECC
CICTATTACTOTROGAGAAT AT TAABAGRLGEGRAGCOBTATRGALCTCTBEBGLT
SAGGTACACTGHETCACCGTRAGLTCA

ey & o e RO bR Tt AN
SEHUSNOLIAsS Q8 amingasiagas O R

GMINREZ [SEQ ID NO:101
CRAWBGTLIGLL 8By ID NOoig]

GETFSTYGMH [SEQ ID NG:28]

D o e e S R o Sk b e T e N
CGRLGLEWLEY IBCGCEEY I B ADEVRGR [REQ 10 HQe2l §

CARILEGGERGMDL I8RO 1D NO: 30

Clome do anticorpo GIZ2

O R AT Kt A 3 PR S T By s e
Segnénoia g amingacides de cadedla leve wvapiavel (Vo

SEQ IR HO U8
QEVLTOPPRABGTPOORVTISCTGESRNIGABYRVYWYOQLPOTAPRLLIVONINRPSG
YPDRFSGSKEBGTSAMARGLASEREADYYUAAWDKRIBGLVFGHEETRUIVLEG

Segudnoia s od nunledridos de cadelsn s deave  varigved PR
sty g LA BB PR SRR FOER S S L8 o0 SRR TS TR T RIS RS VgV v

SEG T N 4h
a&?x?isu}:s\;&\‘s\\(\x:xza“a“}w**w‘%a?{“m@x\m\\\“m&&m{“ca‘sm
CCATCTUTTGUACTRRGAGRAGUTCORAADATOGGRGLREGTTAGAATORTATACTRG
TATCAGLAGLTCCCAGGAABGIICLTAAACTOOTEATUTAT GO TAACATCAATCG
GOOCTCAGROGTOCOTCACCRATTOTOTOROTCCAAGTCTGRRACCTCARLQTRL
CTGOCCATCASTRSEOTCLOGTCUBAGCGATEASGITBATTATTACTO TGUAGEATG
SEATAAGAGCATTITOTGOTOTRGTTTICGOUGGACGAACCAABCTRALGETOUTAG
&t

Sedadneia s deoaninosgcidas e padela s esada varisved SRFEN
SOERE2NCELE G ARID2ACIG0s A Caaadd Badd NVAarlevel o vy

ST SNy
E:\‘.(_‘b} IL«‘ Rtiisd




EVOLLESGOOLVOPGGSLRLECAASGETESTYGMHWVROAPGKGLEWLEYISGOSSY
EYADSVRGRFTISRONSENAL YLOMNSLRAEDTAVY YCARILRGGRGMDLWGBQGTLVT
VS

R 0 SR e Y AR Y Y QA R L R R I R O 2 SXFEN
Seguénoia de nunledtides de sadedla pesada varidvel (Ve

SEQ ID NO:SS
é&%&éé&ijﬁ;{‘S?S;GTT${%§@?CT&S@G&&@@ST?@GT&Q&&(}QTG@'&@@STQGQTQ
AGACTCTCCTGTOOAGCCTCTEGATTCACLTTCAGTACTTATGGCATECACTGRGT
S GCCAGECTC CAGGOAAGGHEC TOGAGTEOCTTTCATATATTAGTOGTGGTAGT
AGTTACATTTTCTACGUAGACTCAGTHAGGRG L GATTCACCATC TOCAGAGACAA
CTOOGAGANC OGO TOTATE TECAAATGARCAGC L TOAGAGLEGAGRACACRGLS
GTCTATTAL TGO TGO GAGAR TATTAAGAGRCGRBAGC GG TATGRACC TOTRGEG0
AAGGTACACTROTCACCRTGAGCTCA

» de amincdoidos DR
Wy ChRe: CRELy UTHRSSINTGREYRYY  IBR0 1D RO 8
CDhRZ2:
CRR3 .
CDBR1:

}ONGs 1“}

( y
s
3
t843

I NGB

RN

CORZ: RGLEWLSYISGESEYIEYARSVRGE. (BB 1D NO:1 2%
ODEZs CARILREGEGHMDL [S5EQ 1D NO 307

Clons g ant xmaxpm H12

Sequsnuls g smineasldes de sadesla dove variavel (VG

S
£

SEC 1D MO
{23’«!&?{}??&&&{??9&3{3&@&&“{“ R RNIGASYIOYWYQOLPETARRKLLIYONINRESG
V?GRW?S‘:KS@TWQmﬁSﬁhﬁﬁuﬁ&&GW&%&ﬁﬁﬁﬁmmWF@@GWLWL@
Seausnoia g o nagledstaidn ot

SEQ ID NG 46

igve variavel (Vi -

823
o



CAGTCTOTOOTGANTCAGLCACCOTCABUGTO TQGBALLCCOGHRUAGAGRETCA
CCATCTCTTGCACTOOOAGCABCTUCAACATLRGGELAGGTTATAATGTATALTGE
TATCAGCABTTOCUASGAALGOCLLCCAAOTOCTCAT CTATGRTARCATOARTER
GULCTCAGGGHTCOOTEALLGATIOTCTGRUTCUAAGTCTGRLCATLTUAGLOTER
CTRBCTATCAGTGRBLTCORGTCOGABGATEAGRUTGATTATTACTOTGRABEATE
GOATGACABCCTRAGTRETCTRRTT TTOGGCERAGEAATCAABUTERACGETCCTA
GETCAGTAGAACGTACGUTARCAABCITORATOCACCATUCTRAGCAAGRACLICY
GOOCTCCCTGTTCAGALCOTT QLT TR TCABLAGG TUATTACAAUCACTITACCYC
TRACCGCABOGUUAGRRGALTAGATAGAATSACCTACTGABCCTOGTCYETOTRY
CIGTUTGTCTOICTGIITGTICTETCTGTOTCTCTGTITOTOTRICTGICTOTLTRALS
GOUREAGGUTOGGTOICTAARCOTTR T TOTETTOTSROLTCOTCARTOTROGRTIOY
TEICCEAATAGUTTT GRLUTTGBGTTACCTRGOTICCATOTOCTOORBAATTERBA
ACAAGEOETOTRAGRRAGRLALCTCCTGRGAGALTT T AGAAGBALCLAGTRULCY
CHROGROTEATGOTOGGRA

Sequéncia de aminocacidos de cadels pessade wvariavel (g

EVOLLESGOOLVOPGORLRLECAASGETEE TYCHWYROAPGRGLEWL SY IR GEEY]
FYARSVRGRFTISRONSENALYLOMNSLRAEDTAVYYCARILRGOSEMDLWGQGTIVY
VS8

NP AR e PRCEIN - T 3 3 o g TR i e PRNE Y
Ssguéneis de nucledtidos de oadeds pesada variavel (W




GABGTGCAGCTRTTORAGTOTGRGERARGOTTGRTACAGOCTOEGOGRTCLCTS
AGACTOTCUTGTGCARLOCTOTOGATTUACCTTCAGTACTIATORUATECAUTOREYT
CCRUCARBOTOCARGRAAGGHRBCTOBAGTEROTTTCATATATTAGTGGTGUTAGT
AGTTACATTITCTACGOAGACTCAGTRAGHROCUGATTCACCATOTCOARAGACAA
CTOOGAGAASGUOLTOTATUTBCAMATGAADAGCUTGAGABLL GAGRACALGBLD
GTGTATTACTOTGUGAGAATATTAAGAGRIGGRARCEGTATGRACCTOTRREGEC
ARGHTACACTORTCACCRTGAGOTCAGGTRAGTUSTALBITAGTAARCTTICTGRR
GCAGBLCAGGOOTRALCTIGRUTTTGGOGCARGCARGHRRUTAASGTGARRUAG
GTBGOBCCAGLTAGGTECATACTCAATEOUUATRAGCOUAGACALTERACGCTGA
ACCTCGOGRACAGTTAAGARALCCAGHGHRILTUTGCGELCLTGGHIICAGCTICTRTC
CCACADCGLGGTOACATRREACCALCTOTOTTGUAGCCTCCARCAARDRGOCLATE
BETCTTCCCCCTERCACCCTICTCCAABAGRACCTCTEUBEGCATABTEGCRTLTG
GGOTGUCTERTCAAGRACTAUTTICCOOGAADLGBTEALGRTGTCRTOHAALTCAG
GLEUCCTBACCARUBRLGTGOALACCTTOCCGBE TS TCOTACARTOLTCALGALY
CTA

seguéneliag de amincacidos CDR
b

Yo UDRse CORIL CTCSSENIGARYEYVY [3BQ 1D NGO 8
CORZ:  GNINERES oMo 107
ODES s CRAWDDELSGLY (3B ID NQidd
Ve D8z CUORL: GRETIESTYGHME [SRQ 1D RO 281

CORZ: OHCLEWLEYISGLESYIDYADSVRGE [8RQ ID NO:28)

CORZ: CARILRGOSGMDL [8EQ ID NO; 301

Clones dos anticurpos B8 & HiZ

N A e e e ge oy S g adis N ST N e g e o
Sstwdncia de aninndcidos de cadela lewve wvariavel (Vo

AV T QPP RASGTPGORVTISCTGR S BRIGAGYRVYWYQQLPOTAPKLLIYGNINRPSG
VPDRFEGRKSGTRASLAIRGLRSEDEADYYCAAWDGGLLBLVFGBATRLTVLG

5 A o I R ¥ : - A y oy
= N L res ey e ey e it LSO RIS fxEy
ot O TG L t IRGS eSS CRUSLH ey o ist VRTLIER L VA

Saguéngg

e e

ST SN RN A
S 1D KO 4y




CAGTCTOTGUTRACTCABCOACCO TCAGLEGTOTRRRAQUIIBHBRCAGAGHRETCA
CCATCTOTTOCACTRGGAGCAGCTUCAACATIGGHERAGRTTATAA TR TATALTCS
TATCAGCAGCTOCCAGGAR CAGLLCCUARALTOCTCATOTATGOTAMTATIAATID
GULCTOAGEOGTCLUTBALIBATICTUTRGO TCCAAGTUTRGCACCTCAGCOTRR
CTGRUCATCAGTRGGUTCCOETCOGAGRATRBABGCTCATTATIACTOTGLARBCATS
SRATGHRORBCOTRCTEERTOTRRTT ITCGRCOHAGEAMICAAGOTGALGRTOLTA
QET

N S B R o 4 SR SR R fs < poERIGRon B s e L R
Seuénolia de amingadacidoes de cadelia pesada varidvel  (Val

SED ID HD:39

BV S GO BLVOPGESLRLSCAASGRIF S TYCMHWVRQAPERGLEWLEYISGEER
FYADSYRGRFTISRDNSENALYLUOMNSLEARDTAVYY GM&MW&Q&?%W
VB8

..... PR R S S G e ey
Semquéneia de nucledtidos de vadeia pasada varidvel (Ve -

SEC ID NG 57

GAGGTOCAGCTRTTOGAGTOTRRBRGAGGCTTROTACABCOTORGBARTCCCTS
AGACTOTCOTOTRCAGRCTOTGEATTCACCTICAGTACTTATORCATHCARTGRGY
COBOCAGHUTCCAGRRAAGGRECTRRABTOBU T T TUATATATTAGTORTGRTAGT
ABTTACATTITOTACGCAGALTCAGTRAGRGRUUGATTCACCATCTCCAGAGACAA
CTCCGAGAACHOGUTGTATOTOUARAATEGRACAGLUTRAGRGLIGABGACACGHREC
GTGTATTACTETOCGARARTATTAAGAGRUGEBAGCGRTATEGACCTETREHREN
SAGOTACACTGRTCACCETRAGLTCAGRTRAGTOGTALGCTAGLARGLTTTOTGRG
GUAGGRCCASGCOTBARCTIBGOTTTREERCARS

gequénclag de aminocacidos COR
Ve CDEs:  CDR1: CTUSZSNIGAGYNVY [8FQ 1D NG9
UDRE:  GRINRPS [8EQ 1B NG:103
DRI CRAWDGGLIGLY [8EQ 1D NO:18]

Vi QURs: CDRI: GETPETYOMH [SFED ID NQ:281
CORE: CRGLEWLSYIZCGGREEYIFYSRDSVEGR ISEQ ID NO:28]

COR3: CARILBGGSGMBL (885G ID NO: 30

Regides constantes de anticorpes exanpiificatives de fnvencde
Ep i FOLEST L IGHGT HUMAR Ig gama-1 rvegiioe € cadsla pesada

L‘---* Y o A TR L s IRk sy
GE=Homo sapiens GN=IGHEL PE=1 S¥=1

i



ASTHKGPSVFPLAPESKETECO TAALBCLVKDYFREPVTVEWNSGALTBGVHTFPAVLAQ
SEGLYSLESVWTVRESRLBTOTYICNVNHKPENTRVIKRVERKSCDK THTOPPURAPEL
LOGPSVFLFPPKPRDTLMISRTPEVTOVWWVRVSHEDPEVRFNWYVDGVEVHNAKTEPR
EEQYNSTYRVVEVLTVEHODWIUNGKEYRORVENKAL PARPIEKTISKAKGOPREPQVYTL
PRSROBL TKRNOVSLTCLVRGFYPESDIAVEWESNGOPENNYRTTPRVLDRDGEFFLYSKL
TVDKSRWOOGNVFRCSVMHEALHNRYTORSLELSPGK

{SEQ D NORZ

i {l8el27 igbRRRAB0107Y . 1] Sinunceglobuiing lambde regide R

cateia leve [Hone baplansj
CPKAAPSVILFPRSSERLOANRKATLVCLISDRYPRAVIVAWRADGSPYKAGVETTIRSEK

NN Y AASS YL SLTPEQWKSHRSYROOVTHEGS TVEK TVARTECS |
[SEQ D NDE3]

Hutagdes de estrubturs exeplificativas on regidc varisdvel da
cadeia pessada (V)

Az mutagdes estdoe indicadas abalxo en  negrito e
sublinhadas.
Seguéneia  de aminodcidos de oadela pesads vani aval (V)

...
EVQLLESGOGLVOPGESLRLSCAARGFTFSTY GMHWVROAFGRGLEWLE YIS GESEY]

FYADSVRGRFTISRDMNSENTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARL RGESGMDLWGQGTLVY
VS
Sequénaoia de nuclsdtidos de cadela pesads wvariavel  (Vyl

[aEG 1D NO:6R)
CABGTGCAGCTGTTORAGTCTGORGRAGGUTTORTALAGLLTGEGEEETCCCTE

AGACTUTCOTOTGRAGCCTOTOEAT TCACTT TCAGTACTTATGRCATGUALTGLGT
COGCCASBOTOCAGGBAABGOGUTRRAGTGRCTTTCATATATTAGTGOTGGTAGY
AGTTACATTTICTACGUAGACTCAGTHGAGGRGULGATTCACCATUTCCAGAGRTAS

CTOCGAGRACACGITGTATOTHUAAATRAACAGCQOTOARBAGUQGAGSATATRECC
GTGTATTACTGTGLCAGAATATTAAGAGGLGGGABLGRTATGRANCTCTGELGRL

AAGGTACACTOLRTCACCGTGAGLTGA

SR AN Y N - Sy oy ey e G ey % RO PNt e e S R 3 X
Seguénoia de amdnodoidos de csdela pesada varidvel (V)

....................................................

[SED 1D NOv &8
ﬁ‘xf{}&&ﬁﬁ(‘?@&L&f{}?&?ﬁ&F%inSﬁ&&ﬁﬁ?’??@&ﬁ%&ﬁﬁ%ﬁﬁﬁ?@%‘iﬁ&&w&fé‘s‘ﬁSG@%’E&‘:’%
FYADSVRGRFTISRUNSENTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARILRBORGMDLWEOGTLVT
VE&

Segquéncia de nucledtidos de cadeda pesada vaviavel (V)

N s

98



Ty
L i

GAGGTGCAGCTATTGOAGTCTEOROGABGLTTBATACAGEL TERERGETCCNTE
AGACTOTCO TG TROAGOC T T ROATT DA TTOASTACT TATGBOATRCALTGGRT
COBOCARGETCCAGRGAABHOBCTBGAGTABO TTTCATATATTAGTGO TRGTAGT
AGTTACATTTTCTACGCACACTOAGTOAGGOGOLBATTCACCATOTCCAGAGACAA
CTOOAAGAACACGUTETATC TOCARATOAACAGCC TOAGAGCOBAGGACACOERS
GTGTATTACTOTOOBAGARTATTAAGAGBCGORAGEAGTATEBACCTCTGRAERCE
AAGGTACACTGOTCACCGTOAGCTCA

Cuadre 11

 Clons

gda Mudanga de | Mudanga de | Mudanga de
anticoypy | amingdcide | amincdcido | aminvdcids | amincéoids | aminodeids

Mudanga de Mudanoa de

F o 28T DR4R
Bil AN SSRGS ERCE
Suadre 12
R R 3, Poos RS REPO B 5 <t WA ey A AN e SR
Mudanoas dos andnedoidosy do glone do antioorpy & DeSioioe

ne Vg oem o relscds ao anticorpo Bad

 Mudanca de aminoacide

a4

RS

24

¥6

F9

Q0
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revestidas com uma menbrana controladera de libertagdo {d} =

nohem uma capsuls de duasz partse de gelatina dura.

masodpsula

{a) ingrediente ative *

(b Celuloze mioroeristalins

{8} Lagioss B.P.

dl Btillesluloss

Exemplio B: Formulacdao Injetavel
Tog

&y

Tampdo fosfate livre de pirdgenos, sstéril (pH 7,03 a 10 ml

2 ingrediente ativo & disseivido na maior parte do tampdo

fosfato (35-40 °C), completado em volume & filtrade através de

o

um Siltro microporose estérdl para;denﬁicwﬁﬁ umt frasoo de vigre

3

ambarizade de 10 ml estéril {(tipo 1} e selsgs com Ifschos

(_

egtérels & selantes.

Exenplo B Intranuscular

Ingregients ative
Alcool benzilico

Glusofurel 15@

B fa

o
o
4

9

g

£

wmi

o

*

4

égua para inisgde 4.8.p. 3,0

O ingradiente ativo & dissclvide ne glicofurel. O Slcool
bonzilice & entdn adicionady e dissolvide, ¢ & adicionada dgus
& 3 mi. A& misturs ¢ erntde filbtrada atvaves de um filure

microporoso através de um £1ltro microporeso estéril ¢ selado

e frascos de vidro de B nml estéreis (tipo 1.

5

Bxemplo G Suspensio de Mdarope

Ingredisnts ative 1 mg
Zolugdo de sorbitol 1,508048
Glicsrol 2, 0000

W

3

A
0, 0758

o 3,0080

i
Sabor, Péssege 17.42.3169 G, 01ES ml

Celulose dispers:

iooun

Benzoato de sddd

28
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o
a4
i
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]
b}
e
3
E.,( o
(]

)
i

(o1
s

efites acima 58 misturados diretanente o

%

GE ingradi
preparados  pessarios  por  compressidc direta da mistura
resultante.

Exeaplo 12 Efeiteo de anticorpes sxewplificstivos in vive oum
modelo tumoral sm rato

val de um anticorps anti-Ccndi da

3
}_‘)

A atividades antitumo
invencde ful estudada em valos transgénicos com CD40 humano,
inoounlados > da bexiga, As celnlas de cancry
ias subcutznsamenie em ratozm

g ratoes  forsm bratados

PO ocom B17 on contralos. O

Lo antitumoral

£am Hie resuita num e fe

aignificative comparade com o controlo isobipice.

N
oy

3 anticorpo de refergncia S2C6 & um anticorpe anti-CD4

F

guinmérice composto pelos dominios variaveis murinos, VH ¢ VL
as

&3

N

fundidos &8s regifes  oconstantes @ capa  human

o

roaspetivamente (Fatente Buropela MY,

Pranoiaon et

slogo do

{1
574
i
=
¢
a1
Lo
5

al,, 20080 Cancer Reﬁaafﬁh>o O anticarps & assi

N

snticorpo anti-UD40 humanizado SGN-40 {Law et al., 2005 Cancer

Re

3
al., 2008 J Clinical Oncologyr Hpsgein

1
sgarchl . O SGN-40 foi sstudado em testes clinicoz (Advani st
=)

st al,,. 2010

Hasmatologica) .
Matarial e Métodos
A didrnha cvelular MB4Y & um ca Woma das células de

& partir de

Lransigde induzidas per carcinogenie ¥
ratus macho CETBL/S (Summerhayes & Fran 18939, Jonzrnal of the
National Cancer Institute) . O MB4ES Ch4D muring mas nao
grpressa L0406 humano. D Gl2 nidco reage cruzadamsnts come CD4R
RLinge & nac se pode ligsr g cdlulas Lumorals MB49,
Foram inoculadas subcubtansamente 2,5 x 10% células MR4S
de vancrao da beriga no flanco de rvatos transgénicos C57BUS com

CDA0 feminino humano, no dia 0. 08 ratos transgénices com CD40
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Y
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